Ацетилирование гистонов и активность антиоксидантных ферментов в клетках каллусной культуры Arabidopsis thalianа by Жадько, С.И.
118 ISSN 1025-6415 Dopov. Nac. acad. nauk Ukr., 2016, № 9
9 2016
ОПОВІДІ
НАЦІОНАЛЬНОЇ
АКАДЕМІЇ НАУК
УКРАЇНИ
http://dx.doi.org/10.15407/dopovidi2016.09.118
БІОЛОГІЯ
©   с. и. жадько, 2016
Удк 581.1:582.683.2:58.032
С. И. Жадько
институт ботаники им. Н. Г. холодного НАН Украины, киев
E-mail: ukrkiev55@mail.ru
Ацетилирование гистонов и активность 
антиоксидантных фер ментов в клетках каллусной 
культуры Arabidopsis thalianа
(Представлено членом-корреспондентом НАН Украины Е. Л. Кордюм)
Исследовано участие гистон деацетилазы (ГДА) в регуляции активности антиоксидан-
тных ферментов в каллусной культуре Аrabidopsis thaliana в норме. Установлено, что 
при снижении активности ГДА посредством ингибитора трихостатина А происходит 
увеличение активности аскорбат пероксидазы, каталазы и тиоредоксина. Обсуждают-
ся возможные механизмы участия ГДА и гистон ацетилтрансферазы в эпигенетичес-
кой регуляции активности исследуемых ферментов.
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Процессы ацетилирования и деацетилирования ядерных гистонов посредством гистон 
ацетилтрансфераз (ГАт) и гистон деацетилаз (ГдА) принимают активное участие в эпи-
генетической регуляции экспрессии генов как в норме, так и при стрессах [1–3]. Уста-
новлено, что при действии гиперосмотического стресса у растений происходит раннее 
и Н2о2-зависимое увеличение активности ГАт и ГдА. Было высказано предположение, 
что данные изменения также направлены на повышение антиоксидантной активности 
клеток для предотвращения развития стрессорной оксидативной деструкции [3, 4].
ГАт (кФ 2.3.1.48) – это ферменты, которые ацетилируют ядерные гистоны, что приво-
дит к активации транскрипции дНк и увеличению экспрессии генов. ГдА (к.Ф. 3.5.1.98), 
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наоборот, удаляют ацетильные группы, в результате чего уменьшается доступность транск-
рипционных факторов к дНк, что приводит, соответственно, к снижению экспрессии 
генов [1, 2, 5]. Предполагается, что ГАт и ГдА также участвуют в регуляции активности 
антиоксидантных ферментов [3, 4]. однако прямых исследований в данном направлении 
не проводилось.
целью исследований было изучение взаимосвязи между активностью ГАт, ГдА и ак-
тивностью аскорбат пероксидазы (АП), каталазы (кат) и тиоредоксина (тр) посредством 
ингибиторного анализа с применением трихостатина А (тсА).
исследовали 12-14- дневную каллусную культуру Arabidopsis thaliana, экотип Columbia, 
находящуюся на стационарной фазе роста, полученную из листьев растений в нашей лабо-
ратории. культуру выращивали на твердой агаризованной среде мурасиге и скуга в тем-
ноте при 24 °с. 
супернатант получали согласно [4] и сразу в нем определяли активность исследуемых 
фер ментов. все действия проводили на холоде при 2–4 °с.
Активность ГAT определяли спектрофотометрически при 440 нм согласно прото-
колу кита (Catalog # K332-100, HAT Activity Colorimetric Assay Kit, BioVision, USA, 
http: \\ www.biovision.com) с некоторой модификацией [4]. Активность ГАт выражали 
в отно сительных единицах абсорбции на 1 мг протеина.
Активность ГдА определяли спектрофотометрически при 405 нм согласно протоколу 
кита (Catalog # K331-100, Colorimetric HDAC Activity Assay Kit, BioVision, USA, 
http:\\www.biovision.com) также с некоторой модификацией [4]. Активность ГдА выража-
ли в относительных единицах абсорбции на 1 мг протеина.
роль ГдА в регуляции активности антиоксидантных ферментов изучали посредством 
ингибиторного анализа с применением трихостатина А (тсА). для этого 1000 мг каллуса 
помещали в 5 мкм раствор тсА на 1 ч [4]. для ингибирования АФк-зависимого увели-
чения активности антиоксидантных ферментов каллусную культуру погружали в раствор 
10 мM аскорбата (А) на 30 мин [3].
Активность АП определяли спектрофотометрически по Накано и Асада [6] и вычисляли 
по изменениям оптической плотности за 1 мин на 1 мг протеина.
Активность кат также определяли спектрофотометрически по изменению оптической 
плотности, вызванной снижением H2O2 при 240 нм, в соответствии с Аиби [7].
Активность тр оценивали спектрофотометрически при 412 нм при помощи микроме-
тода, основанного на восстановлении инсулина [8].
содержание протеина определяли по методу Бредфорда [9].
Эксперименты повторяли независимо 3-5 раз. Полученные данные обрабатывали ста-
тистически. На рисунках приведены средние значения и их стандартные отклонения. 
достоверность различий оценивали по t-критерию стьюдента. обсуждаются изменения, 
достоверные при р  0,05.
для каллусной культуры в среднем были характерны следующие показатели: 3–5; 9–11 
и 34–38 усл. ед/мг белка для АП, кат и тр соответственно. На гистограммах изменения 
активности исследуемых ферментов представлены в процентах к соответствующим кон-
тролям. При действии ингибитора тсА в течение 1 ч происходило значительное сниже-
ние активности ГдА и, наоборот, увеличение ГАт (рис. 1), что приводило к повышению 
120 ISSN 1025-6415 Dopov. Nac. acad. nauk Ukr., 2016, № 9
активности АП, кат и тр. При ингибировании АФк-зависимого увеличения активности 
исследуемых антиоксидантных ферментов значительных изменений в уровне их активности 
не происходило (рис. 2–4).
Полученные данные свидетельствуют о взаимодействии между ГдА, ГАт и актив-
ностью АП, кат и тр (см. рис. 1–4) в норме. Подтверждением такой взаимосвязи также 
служат данные об одновременном раннем увеличении активности ГАт и ГдА [3] и актив-
ности антиоксидантных ферментов при осмотическом стрессе у растений [8].
ГАт и ГдА могут влиять на активность антиоксидантных ферментов за счет эпиге-
нетической регуляции экспрессии их генов. Ацетилирование и деацетилирование хвостов 
ядерных гистонов воздействует на структуру хроматина путем изменения зарядов на гис-
тоновых хвостах и способствует экспрессии или репрессии генов по типу так называемого 
эффекта “открытая/закрытая” дНк для транскрипции [1, 2], в том числе и антиоксидан-
тных ферментов [8].
кроме этого, ацетилированные хвосты гистонов являются специфическими сайтами 
для связывания протеинов, которые прямо или косвенно регулируют транскрипцию 
генов [10]. Бромодомен-экстратерминал (вет)-содержащие протеины, BET9, BET10 
у рас тений, специфически связываются с ацетилированными остатками лизинов на гис-
тонах и активизируют транскрипционные факторы с дальнейшей соответствующей регу-
ляцией экспрессии генов [10].
Поэтому изменения в активности ГАт и ГдА также могут регулировать активность анти-
оксидантных ферментов, таких как АП, кат, пероксиредоксин и тр, так как их актив-
ность возрастает на ранних стадиях развития острого осмотического стресса одновременно 
с увеличением активности ГАт и ГдА [8] (см. рис. 1–4).
сохранение определенного динамического состояния в ацетилировании и деацетилиро-
вании гистонов посредством ГАт и ГдА с глобальной регуляцией экспрессии генов важно 
для метаболизма клеток [2, 11, 12], и эти процессы также должны участвовать в поддер-
жании определенного про-антиоксидантного уровня, с регуляцией содержания активных 
форм кислорода (АФк) и активности антиоксидантных ферментов за счет эпигенетичес-
кой регуляции экспрессии генов продукции АФк и антиоксидантных ферментов [3, 4].
ранее нами было установлено, что и у растений при ингибировании ГдА посредством 
тсА тоже происходит увеличение содержания АФк [4], которые также могут индуцировать 
рис. 1. изменение активности ГдА и ГАт 
(% к контролю) в клетках каллусной культу-
ры A. thaliana при действии ингибитора тсА 
в норме. Здесь и на рис. 2–4 к – контроль
рис. 2. изменение активности АП (% к конт-
ролю) в клетках каллусной культуры A. thaliana 
при действии тсА и тсА+А в норме
121ISSN 1025-6415 Доп. НАН України, 2016, № 9
активность антиоксидантных ферментов [3, 8]. однако в наших экспериментах с одновре-
менным применением тсА и аскорбата (А) был снят этот эффект, особенно для кат и тр 
(см. рис. 3, 4).
У растений A. thaliana имеется много изоформ ГАт и ГдА, поэтому также надо учи-
тывать, какие именно из этих изоформ участвуют в ацетилировании и деацетилировании 
определенных остатков лизинов в гистонах, что определяет экспрессию или репрессию 
соответствующих генов [13, 14].
таким образом, с помощью ингибиторного анализа с использованием тсА установле-
на взаимосвязь между ГдА и ГАт и активностью антиоксидантных ферментов АП, кат 
и тр в клетках каллусной культуры A. thaliana в норме. данные изменения могут осу-
ществляться в основном за счет эпигенетической регуляции в экспрессии генов, обуслов-
ленной изменениями в активности ГАт и ГдА. однако это предположение требует даль-
нейшей экспериментальной проверки.
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Ацетилювання гістонів та активність антиоксидантних ферментів 
у клі тинах калусної культури Arabidopsis thaliana
Досліджували участь гістон деацетилази (ГДА) в регуляції активності антиоксидантних 
ферментів у калусної культури Аrabidopsis thaliana в нормі. Встановлено, що зі зни женням 
активності ГДА за допомогою інгібітора трихостатину А відбувається збільшення 
актив ності аскорбат пероксидази, каталази і тіоредоксину. Обговорюються можливі 
меха нізми участі ГДА і гістон ацетилтрансферази в епігенетичній регуляції актив-
ності досліджуваних ферментів.
Ключові слова: калусна культура Arabidopsis thaliana, гістон деацетилаза, гістон 
ацетил трансфераза, трихостатин А, аскорбат пероксидаза, каталаза, тіоредоксин.
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Acetylation of histones and activity of antioxidant enzymes in cells 
of the callus culture of Arabidopsis thaliana
Participation of histone deacetylase (HDA) in the regulation of the activity of antioxidant enzymes 
in callus culture of Arabidopsis thaliana under normal conditions is investigated. It is found that 
reducing the activity of HDA by inhibitor TCA increases the activities of ascorbate peroxidase 
(Apx), catalase (CAT), and thioredoxin (Trx). Possible mechanisms of the participation 
of HDA and histone acetyltransferase (HAT) in the epigenetic regulation of the activity of the 
investigated enzymes are discussed.
Keywords: callus culture of Arabidopsis thaliana, histone deacetylase, histone acetyltransferase, 
trichostatin A, ascorbate peroxidase, catalase, thioredoxin.
